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Abstract
A  method  for  the  quantitative  determination  of  2­hydroxy­2­
methylbutanoic  (2OH2MB),  2­hydroxy­3­methylbutanoic  (2OH3MB),  3­
hydroxy­3­methylbutanoic  (3OH3MB),  2­hydroxy­4­methylpentanoic
(2OH4MP)  and  3­hydroxybutanoic  (3OHB)  acids  has  been  optimized,
validated and applied  to a set of wines and other alcoholic beverages. The
analytes  were  preconcentrated  in  a  solid  phase  extraction  cartridge  and
derivatized with  2,3,4,5,6­pentafluorobenzyl  bromide  at  room  temperature
for  30 min,  followed  by  GC­MS  analysis.  Detection  limits  were  between
0.5  and  29  μg  L ,  and  linearity  was  maintained  up  to  3  or  12  mg  L ,
depending  on  the  analyte.  Recovery  values  were  between  85  and  106 %,
and  reproducibility  was  better  than  12  %  RSD  in  most  cases.  The  first
specific  study  of  these  analytes  in  wine  and  other  alcoholic  beverages  is
herein reported. Concentrations ranged from the method detection limits to
7820,  519,  8510,  3470  and  2500  μg  L   for  2OH2MB,  2OH3MB,























rancid or acid [ 1–3 ], their ethyl esters have pleasant fruity aromas [ 1 ,  3–5 ].
As both families of compounds are interrelated due to the








































also present in other biological matrixes such as honey [ 27 ,  28 ].
Furthermore, 2OH4MP has been found in roasted cocoa [ 29 ], fermented





















preferred for hydroxy acid analysis [ 23 ,  24 ,  27 ,  28 ,  31 ]. In general, GC­MS















































































200 200 200 200 200
Cartridge
volume (mL)
3 1 3 3 3
Wine (mL) 10 10 10:10 10 10
Acid washing
step (mL)
3 3 3 – 3





















































2OH2MB 3739­30­8 4.05 0.07 118 298 2093 1920
3OH3MB 625­08­1 4.38 −0.35 118 298 2090 2027
2OH33diMB 4026­20­4 3.91 0.42 132 312 2278 2033
2OH3MB 4026­18­0 3.87 0.01 118 298 2259 2034
2OH4MP 498­36­2 3.86 0.52 132 312 2416 2082
























































































































Recovery  (%)  of  the  hydroxy  acids  through  the  SPE  process.  The  two  IS  are
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SPE//GC­MS­EI  chromatogram  (DB­WAX  ETR)  of  an  Oloroso  wine:



















SPE//GC­MS­NCI  chromatogram  (CP­WAX  52  CB)  of  an  Oloroso  wine:
7090 mg L  2OH2MB (m/z 117, blue), 519 mg L  3OH3MB (m/z 117, blue),
2410 mg L  2OH3MB (m/z 117, blue), 1180 mg L  2OH4MP (m/z 131, red),




























derivatization is used in the process [ 11 ,  39 ].
















<10 mg L  [ 24 ], whereas in a by­product of a Chinese liquor the






EtOH 2OH2MB 3OH3MB 2OH3MB 2OH4MP 3OHBc
Young
white 1
2012 14.0 1940 < DL < DL 320 775
Young
white 2
2012 13.5 198 < DL 214 876 726
Rosé 1 2012 13.5 408 < DL < DL 525 1120
Rosé 2 2012 13.0 < DL < DL < DL 265 931
Rosé 3 2012 13.5 < DL < DL < DL 270 937
Young red
1
2011 13.5 1070 < DL 191 1370 2100
Young red
2
2012 13.5 1160 < DL 1580 1750 1220
Young red
3
2012 13.0 < DL < DL 899 985 2120
Barrel
aged red 1
2008 14.1 211 13 397 1060 2500
Barrel
aged red 2
2007 13.5 3020 12 1411 1110 1450
Barrel
aged red 3
2008 13.5 1250 < DL < DL 1050 2220
Barrel
aged red 4

































Sherry 4 18.0 7090 519 2410 1180 863
Manzanilla




2 15.0 611 < DL 525 803 782
Beer – 5.2 83 129 205 266 194
Imperial




10 40.0 < DL < DL < DL < DL 327
DL detection limit
 Sample with no attributable vintage date on the bottle. Instead, the aging period (years)
is indicated
a
a
a
a
a
a
and 40 times higher than in the other types of wine. This might be related
with the special vinification and ageing processes undergone by Sherry wines.
Further details of the comparison of samples and their oenological meaning
can be found in [ 44 ].
As for the other alcoholic beverages, beer had low amounts of the hydroxy
acids. Nevertheless, the 3OH3MB concentration in beer was among the
highest values found in the whole set of samples. This is curious taking into
account the scarce presence of this compound in the rest of the samples and
could be due to the use of barley instead of grapes. To the best of the authors’
knowledge, to date, this acid has only been quantified in honey samples [ 27 ].
In the distilled beverages, only 3OHBc was detected and the concentrations
were low. This could be explained, taking into account the high polarity of
these compounds that would hinder their volatilization during the distillation
process.
In general, the concentrations of 2OH4MP are lower in white than in red
wines, as was already reported for its ethyl ester in the same kind of wines
[13 ]. Although average values of 2OH4MP are higher in young than in aged
red wines, the differences are not significant due to the huge range at which
these compounds seem to be naturally present in wines.
Conclusions
A specific method has been developed to analyse five hydroxy acids present
in wine and other beverages: 2OH2MB, 3OH3MB, 2OH3MB, 2OH4MP and
3OHBc.
The first specific analysis of these hydroxy acids in a wide variety of wines
and other alcoholic beverages has been done, showing interesting differences
in concentration depending on the sample type.
The availability of the method presented enables further research to be carried
out into the origin of the analytes and their capacity as precursors of the
corresponding hydroxy esters.
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